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応を行う。この DNA鎖交換反応の分子機構を理解するため，私は， RecA蛋白質内の DNA結合部位を形成する領域の




によって改変された 15種類の変異型RecA蛋白質を作成した。変異は， 3 -24残基からなる α- helix 内と， 243 -
257残基からなる β- sheet の周辺に導入した。生体内，及び試験管内に於ける解析から， β- sheet 243 -257 内
の変異がRecA蛋白質の活性を変化させることが分かった。また，精製した変異型RecA蛋白質の， DNA結合能と重合
能を調べた結果， β- sheet 243 -257 が DNA結合部位であることが示唆された。
次にDNA結合部位を同定する別の方法として，紫外線による DNA とのクロスリンクを行った。短鎖DNA (p (dT) 
14 及び 55mer single -stranded DNA) を RecA蛋白質にクロスリンクさせ，どの領域がクロスリンクしたかを同
定した。その結果， 64 -68残基， 178-183残基， 199 -216残基， 257 -280残基からなる各領域内と Tyr103 がク
ロスリンクされた。 64 -68 残基， 199 -216 残基， 257 -280 残基の各領域内のクロスリンクは，それぞれ Tyr65，
Phe203, Tyr264で起こっていると考えられた。これらの領域は立体構造において β- sheet 243 -257 の周辺に存
在しこの β- sheet 構造がDNA結合部位の中心をなす領域であることが強く示唆された。
Tyr103 と Tyr264 はこれまでの報告により，ヌクレオチドコファクターの結合に重要な役割をすることが示されて
いるため，次に， Tyr1 03 と， Tyr264 のヌクレオチド及びDNA との相互作用を，蛍光解析及び直線二色性(linear
dichroism) により解析した。この目的のため私は， Tyr1 03 もしくは Tyr264 の一方がトリプトファンに変化した 2
つの修飾 RecA蛋白質を作成し，精製した。これらの修飾RecA蛋白質のトリプトファン蛍光の解析から， Trp103 及
び:Trp264はヌクレオチドと DNAの両方とも相互作用することが示された。 Trp103 は， ADP とスタッキングしたが，
ATP とはスタッキングとは異なる相互作用をした。 Trp264 は， ATP , ADP のいずれともスタッキング以外の相互作
用を行った。また，直線二色性の解析により， Trpl03 及び: Trp264 は， DNAの塩基とはスタッキングとは異なる相互
作用をすることが示された。
結論として，変異型RecA蛋白質の生化学的解析と DNA-RecA 聞のクロスリンク部位の同定の両方の解析から，
RecA フィラメント上の第一の DNA結合部位は立体構造において β-sheet 243 -257 の周辺に存在することが分
かった。この β- sheet の近くに存在する Tyrl03 もまた， DNA結合に関与しており， RecA蛋白質と DNA の親和
性の調節に関与していることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
大腸菌の RecA蛋白質は，遺伝子の組換えと DNA障害修復遺伝子群の発現制御に関与している。その RecA の機能
は，一本鎖DNA に結合してはじめて発現する。
森松君は， (1)部位特異的な突然変異導入法 (2) 紫外線照射による RecA の DNA との架橋法 (3) 結合部位近傍の
芳香族残基のDNA結合時の変化等を用いて， RecAの DNA結合部位を確定した。これは RecAの機能を分子レベルで
明らかにする上で必須の成果であり，博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
- 112 ー
